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１.　はじめに
欧米における代替医療の進展、また、高齢社
会への突入によるメタボリックシンドロームの
激増に伴い漢方薬を含む生薬製剤の需要の伸び
が著しい。しかし日本で生産される漢方薬の配
合生薬の９０％以上は輸入に依存し、それら生薬
の７０％は野生種で賄われている。このため品質
面が危惧されている。即ち、原料生薬の均質性
が保証されない限り、生薬製剤の薬効を一定に
保つことは不可能である。このために原料生薬
の品質に関しては日本薬局方により厳しく規定
されている（表１）。一方、２００６年４月施行の第
１５改正日本薬局方においては、葛根湯、加味逍
遥散、柴苓湯、大黄甘草湯、補中益気湯および
苓桂朮甘湯の６処方が収載され、次回の改正時
には２０処方位まで増えると言われている。この
ことは現代医療における漢方薬の有用性が評価
されたことを意味しており、大変重要な変革期
に入ったと認識している。これらを背景に漢方
薬とその配合生薬の標準化に関する研究がより
重要となってきている。
従来の成分分析法はその殆どが高速液体クロ
マトグラフィー（HPLC）によりなされてきた
（表１）。この方法は機械が高価で分離カラムも
決して安価ではなく、劣化に伴う交換も余儀な
くされる。さらに通常は有機溶媒を溶離液とし
て用いるため、その分析法は高価であり、多く
の手間を必要とする。
従来の分析法に対してモノクローナル抗体を
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低分子のモノクローナル抗体で染色する手法で、目で見ることが出来る説得力の大きな手法である。新
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シド類を膜上で展開・分離することが可能となり、転写プロセスを省略し、抗体染色が行える。さらに
染色結果をスキャナーで取り込み、NIH Image 画像解析ソフトウェアを用いてスポットを数値化し、定
量分析を完結させた。HPLC による分析値との相関も良好であった。
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表１　日本薬局方規定による原料生薬の品質
アヘン末（モルヒネ含量　９.５～１０.５％）
ウワウルシ（アルブチン含量　７.０％以上）
オウゴン（バイカリン　１０.０％以上）
オウバク（ベルベリン　１.２％以上）
オウレン（ベルベリン　４.２％以上）
カンゾウ（グリチルリチン酸　２.５％以上）
コウボク（マグノロール　０.８％以上）
シャクヤク（ぺオニフロリン　２.０％以上）
センソ（ブフォステロイド　５.８％以上）
センナ（総センノシド　１.０％以上）
センブリ（スエルチアマリン　２～１０％）
ダイオウ（センノシドＡ　０.２５％以上）
トコン（総アルカロイド　２.０％以上）
ベラドンナコン（ヒヨスチアミン　０.４％以上）
ボタンピ（ペオノ－ル　１.０％以上）
ホミカ（ストリキニーネ　１.０７％以上）
マオウ（エフェドリン　０.７％以上）
ロートコン（総アルカロイド　０.２９％以上）
総　　説 
用いた薬用成分の分析法は、予備的精製のよう
な前処理を必要とせず、しかも従来法に比べ感
度が数百倍から数千倍と高く、再現性も良好で
ある。さらに基本的には有機溶媒も必要としな
いため、環境に優しいエコ分析法と言える。
２.　研究の背景
２１.　生薬由来薬用成分に対するモノク
ローナル抗体の作製
現在、タンパク等の高分子化合物に関わる研
究においては、モノクローナル抗体なしでは研
究の遂行は不可能と言っても過言ではない。し
かし、低分子化合物（＝ハプテン）に対するモ
ノクローナル抗体の作製例は医薬品等を除いて
はさほど多くない。植物の二次代謝産物の特に
低分子化合物（＝ハプテン）は、通常それ自体
では免疫原性を持たないため、高分子のタンパ
クに結合して免疫原性を付与する必要がある
が、ハプテン―キャリアータンパクの合成が必
ずしも容易ではないケースも多い。また、ハプ
テン分子の結合数の確定法も確立されていな
かったため成功例が少なかったものと考えられ
る。そこで正山研究室においては、ハプテン―
キャリアータンパクコンジュゲートの matrix
assisted laser desorption/ionization of mass 
spectrometry（MALDITof MS）による検出
とそれによるハプテン数の確定方法を確立し、
免疫化を確実なものとした１）。図１は、薬用人
参成分であるジンセノシド Re とキャリアータ
ンパクである BSA を結合したスペクトルであ
る。
この研究に端を発してアデニールシクラーゼ
を活性化し、cAMP を上昇させ強心作用薬とし
て上市されているコルフォシンの原料 
forskolin２，３）、大麻成分４）、アヘンアルカロイ
ド５）、ステロイダルアルカロイド配糖体の 
solamargine６）、サフランの活性成分クロシ
ン７）、人参の活性配糖体であるジンセノシド Rb１、
Rg１ 及び Re８１０）、甘草の薬用成分グリチルリチ
ン１１）、柴胡の活性成分サイコサポニン類１２，１３）、
大黄・センナの瀉下成分であるセンノシドＡ、
Ｂ１４，１５）、芍薬の活性成分ペオニフロリン１６）、オウ
レン・オウバクの主アルカロイドのベルベリン１７） 
等重要な漢方処方配合生薬の主有効成分に対す
るモノクローナル抗体を作製し、生薬の標準化
と品質評価法を確立すべく高感度なアッセイ系
の構築とそれらの応用研究を行ってきた。
　２２.　高感度で再現性良好な定量法、競合
的 ELISA の開発
図２は、これらの作製したモノクローナル抗
体のうち人参のジンセノシド Re の検量線で、
２０４００ng/ml の検量域で良好な直線性を示し
ている。
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図１　ジンセノシド ReBSA 複合体の MALDI
Tof MS による測定
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図２　ELISA によるジンセノシド Re 濃度と吸光度
の関係
 表２は、抗ジンセノシド Re モノクローナル
抗体に対する他のジンセノシド類（図３）やス
テロイド化合物の親和性を示したものである。
ジンセノシド Re をはじめジンセノシド Rg１，
Rd 等のプロトパナクサトリオール系、プロト
パナクサジオール系ジンセノシド類に幅広く親
和性を有するモノクローナル抗体であることが
明らかとなり、ジンセノシド類以外の化合物に
は殆ど交差反応性を示さなかった。
表３は、ELISA と HPLC により各種人参に
含有するジンセノシド類の含量を分析したもの
である。本法は従来の HPLC と良い相関を持
つことから、本抗体を用いる ELISA は、人参
中に微量含有されている総ジンセノシドを特異
的に定量分析できることが明らかとなった。ま
た共になんら前処理を必要とせず、再現性良好
で感度の面でも HPLC に比べ数百倍高感度で
あった。
２３.　イースタンブロッティング
高分子化合物に対するウエスタンブロッティ
ングは必須のツールである１８２０）。しかしながら
低分子化合物に対しては一般に不可能と考えら
ており、スフィンゴ糖脂質において成功例があ
るのみである２１２６）。正山研究室においては、
solasodine 配糖体に対するモノクローナル抗
体を作製し、低分子化合物を対象にした新しい
免疫染色法「ウエスタンブロッティング」の開
発に成功している２７）。その後本法は、アメリカ
化学会誌 Analytical Chemistry のチーフエ
ディターにより「イースタンブロッティング」
と拝命され２８）、現在までに人参のジンセノシド
類２９）、甘草のグリチルリチン２８）、サイコサポニ
ン類３０）、その他大黄・センナのセンノシドＡ、
薬用人参成分のイースタンブロッティング
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表２　抗ジンセノシド Re モノクローナル抗体の交
差反応性
交差反応性（％）化合物
１００
 ７０.９４
 ７６.２３
　０.０４６
　０.０４５
＜０.００９
＜０.００９
＜０.００９
＜０.００９
＜０.００９
＜０.００９
＜０.００９
＜０.００９
＜０.００９
＜０.００９
ジンセノシド Re
ジンセノシド Rg１
ジンセノシド Rd
ジンセノシド Rc
ジンセノシド Rb１
サイコサポニンａ
ジギトニン
ソラソニン
デオキシコール酸
グリチルリチン
エルゴステロール
ソラマルジン
コレステロール
βシトステロール
チクセツサポニン
Aglycone R1            R2           R3
Ginsenoside Rb1    protopanaxadiol -O-Glc-2Glc    -H    -O-Glc-6Glc
Ginsenoside Rc -O-Glc-2Glc    -H    -O-Glc-6Ara
Ginsenoside Rd                                      -O-Glc-2Glc    -H          -O-Glc
20 (S)-protopanaxadiol
R1=-OH, R2=-H, R3=-OH
20 (S)-protopanaxatriol
R1=-OH, R2=-H, R3=-OH
Ginsenoside Re      protopanaxatriol -OH     -O-Glc-2Rha  -O-Glc
Ginsenoside Rg1                                         -OH         -O-Glc -O-Glc
HO
R3
R1
R2
A B
C D
20
図３　各種ジンセノシド類の構造式
表３　各種人参中の総ジンセノシド含量
Concentration（μg/mg dry weight powder）
Total GinsenosidesGRg１GReGRdGRcGRb１
ELISAHPLCHPLCHPLCHPLCHPLCHPLCSample
 ７.０１±０.６２
 ７.４１±０.５５
４６.９１±４.０７
３１.９１±６.８１
 １.０８±０.１１
１０.１０±１.０３
 ９.１８±０.６０
５０.７２±１.８６
３９.１６±１.７９
 ０.５７±０.０８
 １.１６±０.１０
 １.２６±０.１２
２２.０１±０.３１
 １.２０±０.１３
ND
 １.２３±０.１０
 １.１６±０.０９
 ３.５８±０.０６
１６.６３±０.７５
 ０.２５±０.０２
０.３７±０.０３
０.４０±０.０４
４.４６±０.１８
２.２４±０.１６
ND
２.３８±０.７７
２.４３±０.１５
３.８１±０.９２
６.０１±０.５８
ND
 ４.９６±０.０３
 ３.９３±０.２０
１６.８６±０.３９
１３.０８±０.１７
 ０.３２±０.０６
White ginseng
Red ginseng
Panax notoginseng
P. quinquefolium
P. japonicus
Data are the means of triplicate assays ±SD.　ND = not detectable.
Ｂに対して成功している。これらのうち人参の
ジンセノシド Rb１ について概説する。
２枚の TLC（薄相クロマトグラフィー）を用
いて人参粗エキスを nBuOHEtOAcH２O 
系展開溶媒で展開する。１
　
 枚の TLC に吸着膜
（PVDF（ポリフッ化ビニリデン）膜、Immo-
bilon N、Millipore 社製）を覆い、ブロッティ
ング液を噴霧後、１２０℃ 程度の熱をかけ全成分
を膜へ移行させる。しかしこのままの状態だと
洗浄操作中にサポニンは流失して発色するには
至らない。そこで膜を NaIO４ 液と処理するこ
とによりサポニンの糖鎖を開環する。そこへタ
ンパクを加えシッフベースを形成し膜への吸着
能を付与する。図４にイースタンブロッティン
グのプロトコールを示す。抗ジンセノシド Rb１ 
モノクローナル抗体で処理し、酵素標識２次抗
体、基質を順次添加反応することにより発色さ
せる。図５は、本抗体染色法のメカニズムを模
式化したものである。
図６は各種人参のイースタンブロッティング
である。TLC 上硫酸と加熱することにより全
ての化合物が発色するが（図６左）、イースタン
ブロッティングによると人参特有のジンセノシ
ド類のみが発色する（図６右）。実は抗ジンセノ
シド Rb１ モノクローナル抗体は ELISA で用い
ると極めて特異性が高い。ところが本イースタ
ンブロッティングによるとジンセノシド Rb１ 
のみでなく、その他のジンセノシド Rc、Rd 等
も発色している。これは糖鎖を開環したために
親和性がルーズになり交差反応性が広くなり発
色しているものと推察される。
またイースタンブロッティングの手法を応用
すると人参切片の抗体染色が可能である。図７
は人参切片を抗ジンセノシド Rb１ モノクロー
ナル抗体を用いて染色したものである。人参サ
ポニンの分布が如実に示されているのがわか
る。人参同様に多量のサポニンを含む甘草や柴
胡について、同様なイースタンブロッティング
を行っても染色は認められないことから、生薬
の組織切片をイースタンブロッティングするこ
とにより、人参と他の生薬の鑑別を確かなもの
にすることも明らかとなった。
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TLC-plate
Sprayed with  blotting solution 
Stainless-steel plate
PVDF-membrane
TLC-plate
Glass micro fiber filter
Hot  plate (Temperature : 120℃,  
                          Blotting time : 70 sec)
Transfered to PVDF-membrane
Dipping in NaIO4 soln.
Incubated for 1 h 
Washed with H2O
Shaken for 3 h 
Washed with  PBS
Blocking with PBS containing 5% skim milk
Shaken for 3 h 
Washed with  PBS containing 0.05 % Tween 20 (T-PBS)
Shaken for 1 h 
Washed with  T-PBS
Addition of Na2CO3 buffer soln. containing BSA
Addition of anti-G-Rb1 MAb
Shaken for 1 h 
Washed with  T-PBS
Addition of POD-labeled goat anti-mouse IgG
Addition of substrate solution (4-Chloro-1-naphthol and H2O2)
図４　イースタンブロッティングのプロトコール
Glc-O
O
OH
OH
HO
HO
O OH C CHO
O
HO
HO
O
N
O
HO OH
HO
HO
O
BSA
Glc-O
Glc-O
HO
N
O
HO OH
HO
HO
O
BSA
Glc-O
O
OH
OH
HO
HO
O
HO
(pH 9.6)
Ginsenoside-Rb1
membrane
membrane
NaIO4
BSA-NH2
図５　イースタンブロッティングの染色模式図
３.　新規イースタンブロッティングの開発
３１.　概　要
イースタンブロッティングは正山研究室にお
いて世界に先駆けて開発し命名した低分子薬用
成分の新しい検出手法である。この方法は 
TLC で分離した薬用成分を PVDF 膜へ転写
し、過ヨウ素酸ナトリウム処理後、BSA 溶液を
添加し、目的低分子のモノクローナル抗体、酵
素標識２次抗体、基質を順次添加し発色する手
法で、検査者が目で見ることが出来、説得力の
大きな手法との評価が高い。新規イースタンブ
ロッティングの開発においては、膜上の染色ス
ポットをデンシトメーター等で定量化すること
を目標にスタートした。
しかしながら、従来使用していたプラス
チャージを施した PVDF 膜が製造中止となり
入手が不可能となった。そこで他社製のプラス
チャージを施した PVDF 膜、ナイロン膜、ニト
ロセルロース膜等を用いて検討を繰り返した。
しかし、従来のように膜上で薬用成分を鮮明に
抗体染色することは出来なかった。そこで新た
に日本ポールの研究協力を得て、従来の抗体
染色と同等以上の染色効率を高める検討を行っ
た。その結果、新しく開発したプラスチャージ
を施した親水性ポリエーテルスルホン膜
（Mustang E、PALL 社製）を用いることによ
り、従来の PVDF 膜を使用した場合と同等な
薬用人参成分のクリアな抗体染色を行うことに
成功した（図８）。
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図６　各種人参のイースタンブロッティング
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図７　人参切片のイースタンブロッティング
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図８　ポリエーテルスルホン膜を用いたイースタン
ブロッティング
この成果を基に親水性ポリエーテルスルホン
膜を用いた新たなイースタンブロッティングを
定性分析と定量分析を同時に行うことが可能な
手法への開発を目標に取り組んだ。具体的に
は、ジンセノシド類のような配糖体を該ポリ
エーテルスルホン膜を用いて直接展開・分離し、
転写することなく配糖体を膜上で固定化、抗ジ
ンセノシド Rb１ モノクローナル抗体を用いて
染色し、画像解析ソフトウェア、表計算ソフト
を用いて配糖体を定量分析するシステムの構築
を展開した。
その結果、適切な展開溶媒で展開することに
より、ポリエーテルスルホン膜でジンセノシド
類をそれぞれ分離し、抗体染色することに成功
した。さらに、NIH Image 画像解析ソフトを
用いて、染色スポットのエリア面積を測定し、
表計算ソフトを用いて検量線を作成し、ジンセ
ノシド Rb１、Rc、Rd の定量分析を完結させ
た。定量値は HPLC による分析結果とよく近
似していた３１）。また、甘草成分のグリチルリチ
ン３２）、アメリカ人参成分のジンセノシド Re３３）、
柴胡のサイコサポニン類３４） に対しても同様に
膜による展開・分離、NIH Image を用いた定量
分析が可能となった。これらの成果は、「配糖
体の分析方法」で特許出願に至った３５）。以下、
本開発研究の詳細について述べる。
３２.　従来の技術とその課題
現在、タンパク質、ペプチド等の分析を行う
場合、タンパク質、ペプチド等をポリアクリル
アミドゲル等を用いた電気泳動により分離し、
ナイロン膜や PVDF 膜へ転写して、当該膜上
で抗原抗体反応もより染色するウエスタンブ
ロッティングが汎用されている。しかしなが
ら、ポリアクリルアミドゲル等を用いた電気泳
動では、ジンセノシド類のような低分子化合物
に対しては、分離能が低いため、薄層クロマト
グラフィ （ーTLC）を用いるのが一般的である。
TLC は配糖体の分離能には優れる。しかしな
がら、分析対象物である配糖体等の検出のため
の発色を容易に行うことが出来ない場合があ
り、TLC プレート上で抗体を用いて抗原抗体
反応により直接染色することは極めて困難であ
る。
３３.　課題を解決するための手段
上記課題を解決するために鋭意研究を行った
結果、ジンセノシド類のような低分子化合物を
膜によりそれぞれの成分に分離し、直接膜上で
酸化反応により配糖体の糖部を開環し、タンパ
クを結合し膜へ結合させ、抗ジンセノシド Rb１ 
モノクローナル抗体を用いて抗原抗体反応によ
り染色し、それら染色スポットを画像解析ソフ
トウェアにより分析し、それぞれのジンセノシ
ド類を高感度に定量分析することに成功した。
以下に本研究の特徴をさらに具体的に明らかに
するために実施例を示す。
３４.　各種人参中のジンセノシド類の含有
量測定
３４１.　実施形態
　各種人参や人参製剤、関連植物等の乾燥
粉末 ５０mg をメタノール１ml にて５回抽出す
る。遠心分離にかけ上清のメタノールを窒素気
流中で留去する。小量のメタノールに溶解し、
ポリエーテルスルホン膜にスポットする。水、
アセトニトリル、メタノール、酢酸、ギ酸等の
混液で展開する。
　展開したポリエーテルスルホン膜を過ヨ
ウ素酸ナトリウム溶液（１０mg/ml）中で１時間
反応する。反応後膜を水洗いし、BSA 含有炭
酸緩衝液に移し３時間反応する。反応後リン酸
緩衝食塩水（PBS）で洗浄する。非特異的結合
を避けるためにスキンミルク―リン酸緩衝食塩
水（PBS）で３時間ブロッキングを行う。以上
の反応によりジンセノシド類が完全にポリエー
テルスルホン膜へ固定化する。
　ポリエーテルスルホン膜へ抗ジンセノシ
ド Rb１ モノクローナル抗体を添加し３時間反
応する。ツイーン添加 PBS 溶液で洗浄し、
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１,０００倍希釈したパーオキサイド標識抗マウス 
IgG ヤギ抗体を加えて１時間反応を行う。ツ
イーン添加 PBS で洗浄後、基質の４クロロ
１ナフトール、ジアミノベンジジン等と過酸
化水素を添加して４０分間反応して染色する。
３４２.　実施例
白人（図１のレーンⅠ：以下同じ）、紅人
（レーンⅡ）、ヒゲ人参（レーンⅢ）、田七人参
（レーンⅣ）、アメリカ人参（レーンⅤ）、竹節
人参（レーンⅥ）のメタノール抽出粗エキス、
およびジンセノシド類のスタンダードである、
ジンセノシド Rb１（レーン１、２
　
 、３
　
 、４
　
 およ
び５）をポリエーテルスルホン膜にスポットす
る。この膜を水―アセトニトリル―酢酸（体積
比７５：２５：１）で展開する。展開した膜は上記の
方法により抗体染色する（図９）。
３４３.　ジンセノシド類の定量分析
ポリエーテルスルホン膜で分離したジンセノ
シド Rb１、 Rc、 Rd を上記の方法で染色する。
各染色スポットを画像スキャナーによりコン
ピューターへ取り込み、画像解析ソフトウエ
アー（NIH Image）を用いて数値化し、表計算
ソフトにより定量値を算出する。結果を表４に
示す。
また人参成分のジンセノシド Re に対しても
同様にポリエーテルスルホン膜で展開・分離（展
開溶媒：水―メタノール―酢酸混液）及び抗ジ
ンセノシド Re モノクローナル抗体での染色
（図１０）、NIH Image を用いた定量分析を完結
させた（表５）。
４.　総　括
今回初めて親水性ポリエーテルスルホン膜を
用いることで、薬用人参の主要な成分であるジ
ンセノシド類を膜上で直接展開・分離できるこ
とを可能とした。これにより従来法の加熱・加
圧による TLC 板から膜への全成分の転写ス
テップを回避し、転写効率の影響を受けない手
法を見出した。Wayne Rasband が作成した 
NIH Image 画像解析ソフトウェアはパブリッ
クドメインであり、誰もが簡単に利用すること
ができる。本研究においては、各スポットにつ
いて面積を測定することで定量化を可能とし
た。本測定法は、各スポットを白黒画像に変換
し、黒に変換した部分のみの面積を測定するだ
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G-Rd
G-Rc
1    2    3    I    II   III    4    5 1    2    3   IV   V   VI   4   5
G-Rb1
図９　各種人参中のジンセノシド Rb１、Rc、Rd の分
離、抗体染色
表４　各種人参中のジンセノシド Rb１、Rc、Rd の定量
Concentration（μg/mg dry weight powder）
Ginsenoside RdGinsenoside RcGinsenoside Rb１
HPLCNIH ImageHPLCNIH ImageHPLCNIH ImageSample
０.３７±０.０３
０.４０±０.０４
４.６９±０.０３
４.４６±０.１８
２.２４±０.１６
ND
ND
１.１８±０.１２
８.１５±２.５５
５.０１±０.３０
３.１２±０.５４
ND
 ２.３８±０.７７
 ２.４３±０.１５
１９.３９±１.４９
 ３.８１±０.９２
 ６.０１±０.５８
ND
 ２.０９±０.７４
 ２.２５±０.４０
１９.７３±２.４８
ND
 ４.７３±１.４８
ND
 ２.４７±０.２４
 ２.７２±０.１７
１３.１０±０.０５
１４.９１±０.８０
１１.５３±０.５４
 ０.７９±０.１９
 ２.２８±０.０８
 ３.５１±０.１５
１６.９４±０.３２
１４.３５±０.６４
１２.９２±０.１５
 ２.６２±０.３３
White ginseng
Red ginseng
Fibrous ginseng
P. notoginseng
P. quinquefolium
P. japonicus
Data are the means of triplicate assays.　ND= not detectable. 
けである。各スポットは歪な形態をし、一定し
た形ではないが、NIH Image 画像解析ソフト
ウェアはドット単位で測定し、また測定エリア
を細かく指定できることから、再現性よく測定
できる利点がある。実施例に示すように各種人
参中のジンセノシド類含有量を簡便に定量でき
る。
また、薬用人参の組織、器官等はその切片に
ポリエーテルスルホン膜を被うことでジンセノ
シド類を膜に転写させ、簡便に染色 （検出）す
ることができ、従って高含有部位の検索が極め
て迅速に行える。本方法は配糖体類全般にわた
り応用可能な技術であり幅広い応用面が考えら
れる。人参は大変高価であるので、ジンセノシ
ドの抽出原料としては適切ではないが、本方法
により薬理活性の強いジンセノシド含有植物の
スクリーニングが容易に行え、適切な原料植物
の発見が可能となる。
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